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摘要 
杂色鲍(Haliotis diversicolor)是闽南地区主要的经济鲍种，对其附着变态机理
进行深入研究有着重要的学术价值和经济意义。附着变态是底栖生物发育过程中
十分关键的生物学现象，其中隐藏着重要的适应性机理，对这些机理的探索能进
一步加深我们对附着变态这一重要生物学过程的了解，并能指导我们对相关基因
资源进行开发利用。早期研究表明杂色鲍的两个基因家族 SARP19 基因家族和
vdg3 基因家族的功能与幼体附着变态密切相关，且两家族可能存在功能联系。
这两个基因家族都在杂色鲍幼体附着变态时期大量表达，表达位置均为消化腺，
但其编码蛋白质的功能研究目前仍未见报道。 
为研究这两个家族的蛋白质功能，本文分别选取 SARP19 基因家族和 vdg3
基因家族在杂色鲍幼体附着变态时期表达量最高的两个基因 SARP19-I1 和
vdg3-I1，成功构建了相应的毕赤酵母表达载体，并用发酵罐高密度发酵的方式
大规模表达两个重组蛋白，均获得了较高的产量。利用圆二色谱检测了重组蛋白
的二级结构，确定了这两个重组蛋白均具有高完整性的二级结构。随后，本文对
两个重组蛋白是否具有抑菌、抑蛋白酶或抑藻活性展开初步探索，发现两个蛋白
对底栖硅藻小新月菱形藻 (Nitzschia closterium f. minutissima)有一定抑制效果，
且表现出一定的协同作用。 
在毕赤酵母表达实验中，本研究先在 1 L 摇瓶中进行小规模表达，在表达上
清液中获得了可溶的 SARP19-I1 蛋白和 VDG3-I1 蛋白，并进行了纯化，但产量
较低，分别约为每升上清液 4.49 mg 和 2.82 mg 蛋白 。为了获得足量蛋白，本研
究进行了发酵罐高密度发酵，最终 SARP19-I1 蛋白和 VDG3-I1 蛋白产量达到每
升发酵液 17.59 mg 和 19.81 mg，足以为后续蛋白质活性研究提供材料基础。 
本研究检测了重组 SARP19-I1 蛋白、重组 VDG3-I1 蛋白以及 SARP19-VDG3
蛋白混合物的抑菌活性、抑制蛋白酶活性和抑藻活性。实验发现 SARP19-I1 蛋
白、VDG3-I1 蛋白和 SARP19-VDG3 混合物对底栖硅藻小新月菱形藻有一定抑制
效果。之后进一步利用流式细胞仪检测了作用时间、作用浓度及混合比例对抑藻
活性的影响。结果表明，SARP19-I1 的抑制效果随时间变化且在一定范围内随浓
度变化，在添加蛋白 24 h 后其抑藻活性效果最为明显，在浓度 200 μg/mL 时其
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抑制率最高，可达 30%，但浓度超过 200 μg/mL 后抑制率反而下降。而 VDG3-I1
蛋白在单独使用时抑制效果不明显，但与少量 SARP19-I1 蛋白混合后却有一定
抑制活性。两种蛋白的混合比例对抑制率也有所影响，抑制率随 SARP19-I1 的
比例增加而增加。 
本研究成功建立了高效表达 SARP19-I1 和 VDG3-I1 重组蛋白的毕赤酵母表
达系统，初步验证了重组蛋白在体外有一定的抑藻功能并存在一定的协同效应。
这些工作为以后的 SARP19 和 vdg3 基因家族的确切生物学功能研究奠定了坚实
基础，并为它们的开发利用指明了方向。 
 
关键词：杂色鲍；附着变态；SARP19-I1；VDG3-I1；毕赤酵母表达系统；活性
检测 
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Abstract 
The abalone Haliotis diversicolor is a very important economic species in 
southern region of Fujian province. There will be significant academic value and 
economic importance if we conduct in-deep study on the mechanism of attachment 
and metamorphosis in this species. The process of attachment and metamorphosis is a 
very crucial biology phenomenon during the development of benthonic organisms, 
which holds the vital mechanism of adaptation in these organisms. We can learn 
further about the mechanism of attachment and metamorphosis, and exploit and 
utilize the related gene resources and find out the approach to improve the larval 
attachment rate and survival rate in shellfish culture by exploring some of the hidden 
mechanisms. In our earlier research, we found two gene families related to the 
attachment and metamorphosis process of H. diversicolor, named SARP19 gene 
family and vdg3 gene family. The two gene families highly expressed in digestive 
gland of H. diversicolor larvae at the metamorphosis stage. However, functional 
studies on these two gene families have not been reported. 
In this study, we chose two genes named SARP19-I1 and vdg3-I1, which were at 
the highest expression levels at the metamorphosis stage of H. diversicolor larvae 
from the two gene families SARP19 and vdg3 respectively, to construct yeast 
expression vector in Pichia pastoris. In order to obtain higher expression level of the 
target proteins, we chose the method of high density expression in fermentation tank 
other than the traditional shake flask cultivations to express the two target proteins in 
large-scale. We used circular dichroism spectrum to detect the secondary structure of 
the product to insure the structural integrity of the two recombinant proteins. After 
obtaining integral and pure recombinant proteins, we conducted in vitro activity trials 
on the two recombinant proteins and their mixture. We found that the recombinant 
proteins showed certain inhibition effect on the benthic diatom Nitzschia closterium f. 
minutissima. We also found that the recombinant proteins were cooperated with each 
other in the activity trial. 
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We first expressed the recombinant proteins in the P. pastoris expression system 
using shake flasks with the volume of 1 L to cultivate the yeast. We obtained soluble 
SARP19-I1 and VDG3-I1 recombinant proteins in the supernatant of the expression 
product. After purifying the raw recombinant proteins, we obtained 4.49 mg/L 
SARP19-I1 recombinant proteins and 2.82 mg/L VDG3-I1 recombinant proteins. In 
order to obtain higher yield of the target proteins, we changed the expression method 
to the high density expression in fermentation tank and the yield of the recombinant 
proteins increased to 17.59 mg/L and 19.81 mg/L respectively, which was sufficient 
for the successive activities research. 
We conducted in vitro activity trials on the SARP19-I1 protein, VDG3-I1 protein 
and their mixture SARP19-VDG3-I1, in order to explore their bioactivity function and 
synergism. The activity trials included bacteriostatic activity test and algal inhibition 
activity test. The results showed that the recombinant proteins and their mixture have 
certain algal inhibition activity on the diatom N. closterium f. minutissima. We 
investigated the action time, mixing ratio and active concentration of the recombinant 
proteins in algal inhibition activity test by using flow cytometer. The results indicated 
that the inhibition activity of SARP19-I1 protein varied with time, which reached the 
highest after reacting for 24 h. The inhibition activity of SARP19-I1 protein also 
varied with protein concentration in certain ranges, which reached the highest at 200 
μg/mL, but the activity was inhibited when the protein concentration was greater than 
200 μg/mL. The VDG3-I1 protein didn’t show distinct inhibition to the diatom, while 
it showed inhibition activity immediately when mixed with small amount of 
SARP19-I1 proteins, and the inhibition rate increased with the proportion of 
SARP19-I1. In this study, we used the P. pastoris expression system to express the 
two genes SARP19-I1 and VDG3-I1, which were closely related to the 
metamorphosis of the H. diversicolor. We also conducted several trails in order to 
explore the bioactivities of the recombinant proteins, aiming at investigating the 
protein function of the two gene families and excavating the related upstream 
regulatory factors. We hope this study can expand the understanding of the 
mechanism of attachment and metamorphosis as a basic research, and also can 
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provide valuable ideas for exploitation of the related gene resources. 
 
Key Words: Haliotis diversicolor; attachment and metamorphosis; SARP19-I1; 
VDG3-I1; Pichia pastoris expression system; activity assay 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 绪论 
1 
 
第一章 绪论 
1.1海洋贝类附着变态研究概况 
1.1.1海洋贝类简介 
贝类是软体动物门(Mollusca)的俗称。常见的贝类属于软体动物门中的腹足
纲(Gastropoda)和双壳纲(Bivalvia)，这两个大纲包含了软体动物中95%以上的物
种[1]，数量庞大，种类繁多。 
贝类生殖方式主要为卵生，少数属于卵胎生，卵裂形式大多为螺旋卵裂[2]。
贝类大部分种类的个体发育要经过担轮幼虫(trochophore)和面盘幼虫(veliger 
larva)这两个幼虫阶段。担轮幼虫生有纤毛环，可以游泳；面盘幼虫发育早期，
背侧部位生有外套的原基，以后可以分泌外壳，腹侧则具有足的原基，口前部的
纤毛环在此时期发育成缘膜(velum)或称为面盘[3]。小部分种类不经过幼虫时期，
直接发育[2]。 
贝类中许多种类具有较高的经济价值，可以食用[4, 5]，因其肉味鲜美、营养
价值高，成为了人们餐桌上常见的美味佳肴。有许多经济贝类的种质资源丰富，
已成为沿海地区重要的海水养殖对象[6, 7]，产量十分可观。大部分贝类为了保护
柔软的身体，在外部形成了坚硬的贝壳，其主要成分为碳酸钙[8]，可用作加工建
筑材料的原料。有些贝壳形状奇异、颜色鲜艳，可以作为工艺品和装饰品，也具
有较高的商业价值[9]。  
1.1.2海洋贝类附着变态现象的研究 
大多数的海洋软体动物具有两相的生活史，即浮游生活的幼体阶段和匍匐生
活的成体阶段。浮游或自由游泳的幼体找到合适的基底后，即可发生附着变态转
变为底栖附着的稚体[10]，期间幼体形态结构发生巨大变化，适应于浮游的幼体
组织逐渐消失，适应于底栖的稚体组织完全形成[11]。对附着变态的研究属于发育
学研究范围，同传统的发育生物学模式生物，如小鼠、秀丽线虫、斑马鱼等相比
[12]，海洋贝类生物迅速而剧烈的变态过程显得十分独特。 
附着变态对海洋贝类来说有极其重要的意义，在附着变态之后，贝类营底栖
生活，活动范围狭小甚至固定，周边的食物丰富度、敌害多寡和同类群体大小与
该个体的成功繁殖息息相关[13]。因此，浮游幼体在附着变态期间发生的诸多生
物学过程对种群的分布、盛衰和延续都有着长远影响。附着变态现象经历了悠久
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的自然选择，最原始的多细胞动物海绵动物也具有浮游幼体-底栖成体的两相生
活史[14]，可以推测附着变态现象可追溯到 6 亿多年前。因此海洋无脊椎动物的
附着变态现象必然隐藏着重要的适应性机理，对这些机理的研究能加深我们对这
个重要的海洋生物学过程的了解。在应用方面，不仅能指导我们对其中重要基因
资源的开发利用，而且能提供防污损思路。海洋设施面临着严重的生物污损问题，
其中最大的污损源是海洋无脊椎动物的附着[15]，对附着变态机理的研究很可能
会为污损防治提供有效而环保的解决方案。 
海洋贝类生物幼体复杂的附着变态机制吸引了科学家们广泛的关注，在80
年代后开始涌现出许多这方面的研究成果。关于海洋生物附着变态的研究目前主
要在分子、生理和生态三个水平展开。在早期，科学家们对附着变态的研究主要
集中在外界因子对幼体附着的影响。在上个世纪80年代，Morse等[16]发现γ-氨基
丁酸(GABA)及其类似物能有诱导红鲍幼体附着并开始变态的作用。此后诱导物
与浮游幼体附着变态之间的联系被相继发现。1987年，Coon等[17] 发现太平洋牡
蛎幼体的附着可以被多种脊椎动物肾上腺素能激动剂诱导，但会被儿茶酚胺类抑
制。2004年，Koehl等[18]发现诗博加海牛幼体对滨珊瑚提取物的反应极为迅速。
Takami等[13]发现皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)、大鲍(H. gigantean)和西氏鲍(H. 
sieboldii)底栖成体爬行过程中分泌的粘液有诱导皱纹盘鲍浮游幼体附着的作用，
其中皱纹盘鲍成体的粘液对幼虫的诱导作用甚至还高于GABA。 
我国开展附着变态机理起始于1990年左右，学者先后研究了各种理化和生物
因子对养殖贝类幼体附着变态的诱导作用。林瑞才等[19]研究了温度和盐度和海
湾扇贝幼体附着率、附着行为和变态时间的关系，表明温、盐明显影响了海湾扇
贝幼体的附着。康庆浩等[20]研究了鲍苗时期的重要饵料硅藻的氨基酸组成，从
中选取了15种氨基酸来探究它们对皱纹盘鲍(H. discus)浮游幼体是否存在诱导附
着和变态的作用，结果表明天冬氨酸具有较好的诱导效果。 
随着分子生物学技术手段的发展，科学家们在综合考虑各种影响因子对软体
动物幼体作用的同时，开始转向分子水平探讨幼体的附着和变态的机制和关键通
路，使得该领域研究获得长足的发展。Favrel等[21]发现在双壳类的牡蛎中有一个
TGF-β-like生长因子与其幼体的变态相关。Hinman等[22]分析了杂色鲍幼体早期发
育时5个Hox 基因的表达模式，发现这5个基因分别在鲍幼体发育的不同时期及
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